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RESUMEN

Las G-cuadruples (G4s) son estructuras se-
cundarias de acidos nucleicos presentes en to-
dos los reinos biolégicos. En humanos, han
sido identificadas principalmente en los telo-
meros y en los promotores de oncogenes. En
virus, las G4s han sido evidenciadas en ge-
nomas de ADN y ARN, aunque su relevancia
funcional en los procesos infectivos y de pa-
togénesis permanece escasamente caracteriza-
da. El objetivo del presente trabajo fue dar a
conocer el estado del arte actual de las estruc-
turas G4s en virus, abarcando su identifica-
cion, caracteristicas estructurales, interactores
(proteinas virales y celulares), y su implica-
cion en la regulacion del ciclo viral. La evi-
dencia actual demuestra que las estructuras
G4s estan presentes en todos los grupos de
la clasificacion de Baltimore y participan en
la regulacion de procesos esenciales, como la
replicacion, transcripcion y traduccion de pro-
teinas. Los hallazgos cientificos posicionan a
las G4s como prometedoras dianas molecu-
lares con miras a ser consideradas como una
opcidn innovadora y viable para fines terapéu-
ticos.

PALABRAS CLAVE: G-cuédruples, virus de huma-
nos, genomas, antivirales, dianas moleculares.

ABSTRACT

G-quadruplexes (G4s) are secondary struc-
tures of nucleic acids present in all biological
kingdoms. In humans, they have been identi-
fied mainly in telomeres and oncogene promo-
ters. In viruses, G4s have been found in DNA
and RNA genomes, although their functional
relevance in infection and pathogenesis pro-
cesses remains poorly characterized. The aim
of this paper is to present the current state of
the art of G4s structures in viruses, including
their identification, structural features, inte-
ractors (viral and cellular proteins), and their
involvement in the viral cycle regulation. Cu-
rrent evidence shows that G4s structures are
present in all Baltimore classification groups
and participate in the regulation of essential
processes, such as replication, transcription,
and protein translation. These scientific fin-
dings position G4s as promising molecular
targets with a view to being considered as an
innovative and viable option for therapeutic
purposes.

KEYWORDS: G-quadruplexes, human viruses,
genomes, antivirals, molecular targets.
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INTRODUCCION

Los virus son agentes infecciosos submicros-
cdpicos que dependen de organismos huéspe-
des para replicarse. Su estructura basica con-
siste en material genético, ya sea 4acido de-
soxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico
(ARN) encapsulado en una cubierta proteica
(Ruggiero y Richter, 2020). Estos parasitos mo-
leculares, considerados las entidades bioldgi-
cas mas abundantes y diversas de la tierra,
infectan a todos los tipos de organismos, des-
de bacterias y hongos hasta plantas y ani-
males, incluidos los humanos, evolucionando
simultaneamente con la vida misma (Koonin y
col., 2020). Se caracterizan en términos de su
morfologia, tamafio y naturaleza del genoma,
pero al no replicarse por si mismos, nece-
sitan de la maquinaria biosintética celular de
otros organismos para propagarse; en conse-
cuencia, infectan al hospedero, y con ello, son
los responsables de brotes, epidemias y pan-
demias que afectan a la salud humana y otras
especies (Edwards y col., 2022).

En la actualidad, se han logrado avances sig-
nificativos en la identificacion de dianas tera-
péuticas y desarrollo de antivirales especificos
contra algunos virus humanos. Sin embargo,
aun existen desafios de salud publica debido
a la falta de vacunas o tratamientos eficaces
contra diversos virus humanos (Hargrave y
col, 2021). Un caso emblematico es el del vi-
rus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
para el cual existen antirretrovirales que con-
trolan la infeccidn, pero aun no se dispone de
una vacuna aprobada. Esta necesidad se ve
acentuada por la rapida evolucion viral, que
exige reevaluar farmacos existentes (reposi-
cionamiento) e investigar nuevas dianas mo-
leculares (Yan y col, 2023). Precisamente, en
dicho punto, las estructuras no candnicas de
acidos nucleicos (aquellas diferentes a la do-
ble hélice) como las G-cuadruples, han sido de
interés cientifico ante la extraordinaria diver-
sidad de los genomas virales. Estas se pueden
encontrar en forma monocatenaria o bicate-
naria de ADN y ARN, empaquetados en seg-
mentos o en una sola pieza y de manera lineal,
segmentado o circular (Koonin y col.,, 2022).
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El ADN es una macromolécula de mucha
importancia biologica, puesto que contiene la
informacion genética que hace unicos a los or-
ganismos vivos, y a los virus. Ademas, ésta
es la base para la construccion del ARN. Ca-
be destacar que el ADN es una molécula alta-
mente polimdrfica o con una elevada flexibi-
lidad conformacional (Pont y Gonzalez-Garcia,
2022). El ADN-B es la forma estructural mas
comun en las células, la cual fue descrita
por Watson y Crick en 1958 (Figura la). Sin
embargo, este puede ser susceptible a estrés
torsional que puede dar lugar a cambios con-
formacionales por la presencia de regiones
ricas en guaninas (G) y citocinas (C), altera-
ciones en la concentracién intracelular de
iones, modificaciones de las bases (mutacio-
nes) y la presencia de ciertos farmacos, en-
tre otros. Todos esos factores pueden causar
que el ADN-B adopte una conformacion di-
ferente. A dichas estructuras se les recono-
ce como “formas no canonicas del ADN”. Una
de estas estructuras de importancia actual
son las G-cuadruples (G4s) (Teng y col.,, 2021;
Pont y Gonzalez-Garcia, 2022; Sato y Knips-
cheer, 2023).

Las G4s representan interesantes dianas de
estudio, ya que se forman en el ADN o ARN,
en especifico, en regiones ricas en G. Abun-
dan en los organismos vivos, e incluso en los
virus, por lo que su localizacién en el geno-
ma y su funciéon son de interés cientifico. El
ADN-G4 fue presentado por primera vez por
Gellert y col. (1962), pero no fue hasta hace
algunos afios que estas estructuras llamaron
la atenciéon de la comunidad cientifica debi-
do a su relacién con diversos procesos bio-
légicos como la transcripcion, traduccion, re-
plicacién del ADN y en la inestabilidad geno-
mica de genes, y por su potencial en aplica-
ciones terapéuticas como dianas moleculares
para el cancer, sistemas de administracién de
farmacos y de enfermedades, y como antivira-
les (Abiri y col.,, 2021; Artusi y col,, 2021; Datta
y col,, 2021; Debbarma y Acharya, 2022).

Los primeros estudios consistieron en la iden-
tificacion de estas estructuras tetracatenarias
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a) Apareamiento de bases tipo Watson y Crick
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B Figura 1. Representacion esquematica del apareamiento de bases en el ADN duplex a la forma

G-cuadruple.

Figure 1. Schematic representation of base pairing in duplex DNA to the G-quadruplex form.

en el genoma humano, luego en el disefio de
ligandos especificos para la busqueda de me-
dicamentos contra el cancer, y no mucho tiem-
po después se mapearon mediante el uso de
técnicas moleculares en el genoma de algu-
nos virus, en donde todavia se estan eluci-
dando sus funciones bioldgicas (Ruggiero y col.,
2021).

Diferentes estudios han evidenciado la pre-
sencia de estas estructuras en células vivas.
Summers y col. (2021) emplearon anticuerpos
especificos para visualizar G4s teloméricos en
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Stylonychia lemnae y anticuerpos de alta afi-
nidad para G4s de ADN y ARN en células de
mamiferos por medio de inmuno-fluorescen-
cia. Recientemente, disefiaron sondas para el
estudio in vivo de la dinamica molecular de
las G4s en tiempo real, utilizando DAOTA-MZ2,
una sonda fluorescente que identifica G4s
en células vivas, para estudiar dichas estruc-
turas y sus interacciones con aglutinantes en
células epiteliales del osteosarcoma Oseo hu-
mano (U20S). Otro ejemplo, es el trabajo de
Di-Antonio y col. (2020) con la sonda fluo-
rescente especifica SiR-PyPDS, la cual com-
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bina el fluoréforo rojo de siliconrodamina
(SiR) con un analogo del ligando G4 piridos-
tatina (PyPDS). Estas nuevas metodologias po-
drian ser de utilidad para estudiar su funcién
y dindmica ante infecciones virales.

En este contexto, la investigaciéon de G4s en
virus humanos es una opciéon muy atractiva
de estudio, puesto a que se le ha relacionado
con la replicacién y la recombinacidon viral,
en la regulacion de la virulencia a través de
la expresién génica y en pasos claves en el
ciclo infectivo que es muy particular de cada
virus estudiado.

El objetivo del presente trabajo fue dar a cono-
cer el estado del arte actual de las estructuras
G4s en genomas virales, abarcando su identifi-
cacion, caracteristicas estructurales intrinsecas,
interactores como proteinas virales y celulares,
y su implicacion en la regulacion del ciclo viral.

Procedimiento de busqueda de informacion

La busqueda bibliografica se realizo en la base
de datos PubMed, desarrollada por el Centro
Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI,
por sus siglas en inglés: National Center for
Biotechnology Information) de los Estados Uni-
dos. La estrategia consistido en el empleo de
términos clave en inglés: “estructura y funcion
de las G-cuadruples” (G-quadruplex structural
and functions), “G-cuadruples en virus” (G-qua-
druplex in virus), “actividad antiviral de G-cua-
druples” (antiviral activity of G-quadruplex)
y “aplicaciones de las G-cuadruples” (applica-
tions of G-quadruplex). Se incluyeron tanto ar-
ticulos originales como revisiones cientificas
publicadas en los ultimos 15 afos y algunas
referencias clasicas y relevantes en virus, dan-
do mayor énfasis a aquellos trabajos publica-
dos en los ultimos 5 afios. Posteriormente, se
clasificé y revisé la informacion, destacando
en este trabajo sus aspectos estructurales y los
estudios actuales en virus de importancia mé-
dica, considerandose su funcion demostrada.

Aspectos estructurales de las G4s

Las G4s fueron propuestas por primera vez por
Gellert y col. (1962), quienes publicaron la pri-
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mera estructura de un tetramero planar de
G (G-tétradas) formando un gel; posteriormen-
te, Henderson y col. (1987) caracterizaron la
estructura completa de una ADN-G4 en los
teldmeros humanos. Este hallazgo fue el ini-
cio de multiples investigaciones para identifi-
carlas en el genoma humano (incluyendo pro-
motores de oncogenes), sus funciones biolo-
gicas y posibles aplicaciones, debido a que,
su localizacion no es aleatoria; mas adelante,
los estudios se enfocaron en otros organismos,
incluyendo virus. A partir del descubrimiento
de G4 en papovirus SV-40 (Tuesuwan y col,
2008), las investigaciones han ido en aumen-
to, asociadas al creciente interés en la eluci-
dacion de estas estructuras en genomas vi-
rales, la interaccion de las G4s con las protei-
nas del hospedero y su funcién en células in-
fectadas.

Las G4s son estructuras de acido nucleico no
canonicas que son ubicuas y que pueden for-
marse en secuencias ricas en G del ADN y
ARN. Se conforman por mas de dos unida-
des planas cuadradas, denominadas G-tétra-
das, que estan apiladas una sobre otra. Ca-
da tétrada se forma con cuatro G que se man-
tienen en una disposicién plana a través de
puentes de hidrdgeno de tipo Hoogsteen (Fi-
gura 1b) con un catién monovalente central,
preferentemente K* o Na' (Figura 1c); la pre-
sencia de dichos iones estabiliza a las G4s. De-
pendiendo del tamafio del cation, este puede
situarse en el mismo plano de la G-tétrada,
formando 4 enlaces covalentes coordinados
con los atomos de oxigeno de las G4s (en el
caso del Na’, Figura 1¢) u 8 enlaces con el K,
localizandose entre dos tétradas en un arreglo
bipiramidal anti prismatico (Pont y Gonzalez-
Garcia, 2022).

Las G4s se forman a partir de secuencias con
el motivo G2-5-N11G2-5N1.2G2-5sN13G2-5, de las que
de 2 G a 5 G son separadas por horquillas (en
inglés, loops) de hasta 7 nucledtidos mixtos
(Puig-Lombardi y Londofo-Vallejo, 2020). Sin
embargo, esta definicion ha sido ampliada pa-
ra integrar G4s con imperfecciones, como lo
son protuberancias (bulges) y apareamientos
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erroneos (mistmatches), que resultan de la pre-
sencia de bases distintas a la G en una o mads
G-tétradas, diferenciandose del motivo G4 ca-
noénico (Das y col, 2021). La existencia de
G4s atipicas ha sido validada mediante ex-
perimentos in vitro e in wvivo y actualmente
se consideran en la identificacion in silico con
programas bioinformaticos (Puig-Lombardi y
Londonio-Vallejo, 2020).

Las estructuras G4s pueden adoptar multi-
ples conformaciones en los acidos nucleicos
(Pont y Gonzalez-Garcia, 2022). Al ser poli-
morficas, su topologia se basa en el tipo de
loop, la orientacion y el numero de hebras.
En este contexto, se clasifican en G4s intra-
moleculares o intermoleculares. El primer ti-
po se forma a partir de una hebra y el se-
gundo tipo contiene mas de dos hebras que
pueden ser G4s bimoleculares (dos hebras ri-
cas en G) o tetramoleculares (cuatro hebras)
(Figura 2). De acuerdo con la orientacion de
las hebras pueden adoptar conformaciones de
tipo: paralela, antiparalela o mixta (Figura 2).
En las G4s paralelas, todas las hebras estan
orientadas en la misma direccion (4 + 0) mien-
tras que, en las conformaciones antiparale-
las, la orientacidn es opuesta para la mitad
del total de las hebras (2 + 2). Por su parte,
las G4s mixtas o hibridas tienen una hebra en
direccion opuesta a las tres restantes (3 + 1)
(Biver, 2022). De igual manera, estas estruc-
turas se conectan por diferentes tipos de loops;
el tipo hélice conecta las hebras paralelas, la
lateral puede conectar hebras antiparalelas
adyacentes y la diagonal une hebras antipara-
lelas a través del nucleo de la G-tétrada.

En el caso de las G4s de ARN, son estructu-
ras mucho mas estables termodinamicamente
en comparacion con las de ADN (Fay y col,
2017). La presencia del grupo 2’-hidroxilo en
la ribosa del ARN posibilita mas interaccio-
nes intramoleculares dentro de la misma mo-
lécula, formandose enlaces de hidrogeno ex-
tras, favoreciendo asi a la hidratacién molecu-
lar y a su estabilidad (Caterino y Paeschke,
2022). Estas mismas propiedades biofisicas
promueven que las G4s sean menos polimor-
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ficas en el ARN. Se considera que la con-
formacion G4 paralela es la mas predomi-
nante y se debe a la conformacion anti (Fi-
gura 2) de los enlaces glicosidicos en los ri-
bonucledtidos del ARN (Lyu y col., 2021).

La formacién de estas estructuras depende
de la composicién de los nucledtidos de las
hebras y de otros factores externos como la
fuerza idnica o la temperatura. Es importan-
te seflalar que, a la hora de evaluar el poten-
cial de la formacion de las G4s y sus posi-
bles funciones, es necesario tener en cuenta
sus propiedades termodinamicas y cinéticas.
Ellas pueden interactuar especificamente con
proteinas o incluso con ligandos mas peque-
nos, que pueden competir con las proteinas
o imitar algunas de sus funciones (Caterino y
Paeschke, 2022).

Estructuras G4s en virus

Los virus se pueden clasificar por diferentes
caracteristicas, como la estructura de la cap-
side, tipo de acido nucleico y polaridad, pre-
sencia de envoltura o tipo de infeccion. La
taxonomia de los virus es dada por el Comi-
té Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV)
(https://ictv.global/taxonomy/) y toma en con-
sideracion la clasificaciéon de Baltimore, la
cual se basa en el tipo de genoma viral y la
ruta por el cual su informacidén genética se
transfiere (Ruggiero y Richter, 2020). Se cate-
gorizan en 7 grupos o clases; grupo 1: ADN bica-
tenario (ADNbc); grupo 2: ADN monocatena-
rio (ADNmc); grupo 3: ARN bicatenario (ARNbc);
grupo 4: ARN monocatenario positivo (ARNmc");
grupo 5: ARN monocatenario negativo (ARNmc-);
grupo 6: ARNmc retrotranscrito (ARNmcRT)
y grupo 7: ADNbec retrotranscrito (ADNbcRT)
(Koonin y col., 2021).

Se ha descrito la presencia de G4s en la ma-
yoria de los grupos de Baltimore, evidencian-
do que son una caracteristica de cada fa-
milia viral (Lavezzo y col., 2018). Los prime-
ros estudios identificaron G4s en genomas
virales de importancia meédica mediante pro-
gramas bioinformaticos, seguidos de validacio-
nes in vitro. Sin embargo, pocos trabajos han
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B Figura 2. Representaciones topoldgicas de una estructura de ADN G-cuadruple.
Figure 2. Topologic representations of a G-quadruplex DNA structure.

confirmado experimentalmente las G4s pre-
dichas en virus humanos y su funcidén bio-
légica. Revisiones recientes destacan algunas
interacciones entre las G4s y sus funciones en
virus (Lavezzo y col, 2018; Abiri y col.,, 2021;
Zareie y col., 2024).

La alta densidad y ubicacion de las G4s en
los genomas virales sugieren un papel clave
en la replicacion, recombinacidn, regulacion
de la virulencia y expresion génica (Abiri y
col., 2021; Zareie y col., 2024). Por ejemplo,
en el virus del herpes simple 1 (VHS-1), su
genoma rico en Guanina-Citosina (GC) con-
tiene secuencias repetidas que forman G4s
estables, favoreciendo la replicacion del ADN
viral (Frasson y col, 2019). En el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH-1), el pro-
motor LTR presenta una region rica en G
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conservadas en la region U3, generando G4s
funcionales que regulan la replicacion vy
transcripcion viral. Debido a su relevancia,
las G4 son consideradas blancos terapéuti-
cos en virus de ADN y ARN como Zika, Virus
de la hepatitis B (VHB), Ebola, Herpesvirus,
SARS-CoV-2 y Nipah (Ruggiero y Richter,
2020). A continuacidn, se presentan ejemplos
de su caracterizacion en virus patdgenos hu-
manos, clasificados segun su composicion ge-
nomica.

G4s envirus de ADN

Entre los virus ADNbe, la familia Herperviridae
presenta una alta frecuencia de motivos G4s
en regiones reguladoras y repetidas del geno-
ma (Ruggiero y Richter, 2020). Los VHS-1
y VHS-2 son los que presentan una mayor
cantidad de G4s detectadas hasta el mo-
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mento. Muchas de estas se encuentran en
los genes de expresién inmediata temprana
(IEGs, por sus siglas en inglés: Inmediate
Early Gene), sugiriendo que actiuan como mo-
duladores de la transcripcion a nivel del pro-
motor (Frasson y col., 2019). Por su parte, se
han identificado 36 motivos G4s dispersos en
todo el genoma de los citomegalovirus, 20 de
ellos entre los genes inmediatos, tempranos
y tardios. Estos, en su mayoria, adoptando una
conformacién G4 paralela y actuando en el
control de la expresion génica viral, por lo que
se especula que participan en el estableci-
miento de la infeccion latente en esos virus
(Ravichandran y col., 2018).

También, se ha demostrado la presencia de
estructuras G4s conservadas en muchas de
las especies de la familia Adenoviridae, pero
con mayor porcentaje en cepas que infectan
al humano. Cabe destacar, el papel de estos
virus en la biotecnologia roja (centrada en la
medicina y salud humana), por su papel como
vectores de transferencia en terapia génica. La
caracterizacion funcional de dichas estructu-
ras evidencié la presencia de 15 G4s conser-
vadas en varias cepas de adenovirus, las cua-
les estan situadas en genes esenciales (E1B,
E2B, L3, entre otros) para su ciclo infectivo
(Bohélova y col, 2021). La estabilizacion de
los motivos G4s en estos virus permiten la
produccion de viriones (Majee y col, 2020).
Varios estudios apoyan firmemente la exis-
tencia de estructuras G4s en el genoma de los
adenovirus humanos (HAdV) que afectan a
la multiplicacion del virus y plantean que di-
chas estructuras pueden influir en la eficacia
de los vectores de liberacion del gen o in-
cluso en el ciclo de vida de los HAdV (Majee
y col., 2020).

En los papilomavirus humanos, se ha detec-
tado la presencia de G4s en solo 8 genoti-
pos, 2 de ellos son de alto riesgo oncogéni-
co. Estas estructuras se encontraron en la re-
gion larga de control (LCR, por sus siglas en
inglés: Long Control Region) de los virus del
papiloma humano (VPH) 52 y 58 (Marusic¢ y
Plavec, 2019), en el gen L1 de VPH 57 en el
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gen E1 de los VPH 32 y 42, y en el gen E4/E2
de los VPH 3, 9 y 25; su posicion sugiere que
la formacidén de estas estructuras en el ge-
noma viral estd relacionada con la transcrip-
cién y pueden ser zonas de interés para el
disefio de antivirales (Tluckova y col., 2013).
Por su parte, Marusic y col. (2017) evidencia-
ron el potencial de 8 secuencias ricas en G
en los genomas de los VPH de alto riesgo 16,
18, 52 y 58. También indicaron la formacién
de una G4 inestable en L2 de VPH 16, debi-
do a una alta cantidad de polimorfismos es-
tructurales que favorecen la competencia con
la formacion| de horquillas. Ademas, determi-
naron que las G4s de los VPH 52 y 58 eran
las mas estables.

Existe poca informacion de los virus de
ADNme; sin embargo, se reportd la existen-
cia de G4s en virus adenoasociados y las han
relacionado con nucleofosmina, una proteina
encargada de la estabilidad del genoma, repa-
racion y replicacion del ADN. En dicho con-
texto, se reportdé que su interaccién con esta
podria resultar en la inhibicidn de la replica-
cién del ADN viral y hasta celular (Satkunana-
than y col., 2017).

El VHB es el unico virus humano pertenecien-
te al grupo de ADNbcRT que presenta estruc-
turas G4s en su genoma. Se identificé una G4
conservada tipo mixta en el promotor preS2
del gen S, y se observo que la estabilizacion
de esta, mediante ligandos, incrementa la trans-
cripcién viral, lo que result6 en una mayor
expresion del antigeno de superficie (HBsAg)
del virus de la hepatitis B y en una mayor
secrecion de viriones (Biswas y col, 2017).
También, se han identificado estructuras G4s
en el promotor preC del VHB mediante en-
sayos biofisicos y experimentos in vitro en
células HepG2 infectadas con este virus, re-
portandose un efecto inhibitorio en la repli-
cacion viral. Dicha region promotora es esen-
cial para la transcripcion del gen C y la pos-
terior traduccion de proteinas de la nucleo-
capside (Meier-Stephenson y col.,, 2021). En la
Tabla 1, se presentan algunas G4s reportadas
de distintos virus de ADN.
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B Tabla 1. Motivos G4s predichos y/o validados experimentalmente en algunos virus de ADN de im-

portancia médica.
Table 1. Predicted and/or experimentally validated G4s motifs in some medically important DNA
viruses.
- . .| Region P
Familia | Genoma | Virus |G4s-P génica G4s-V?*| Funcion Estructura Ref.
Ajustanla
Genes actividad GfLsparalelasy Frasson
ADNbc mixtas,de hasta
VHS-1 21 tempranos 21 delos : y col.
152 Kb . : 5islasde304
inmediatos promotores . (2019)
guaninas
IEGs
Representan
el mimetismo
del virus de
los elementos
Genes reguladores /. Biswas
318 | tempranos 5% del huésped. G54 éa;;pégzz?ﬁg a y col.
y tardios Participan en (2017)
ADNbc laregulacion
154Kb | VHS-2 de genes
tempranos
inmediatos
Ajustanla
° Genes actividad G4s paralelasy | Frasson
) -@Q’ 12 tempranos 12 delos mixtas,de hasta5 | ycol
%4”& inmediatos promotores islasde 3G (2019)
& IEGs
/\2@ Genes G
4 paralelasy Frasson
?;DALNI?]E VZV 6 tempranos 6 {?aﬂr?sﬁ? ec?éli mixtas dehasta5 | ycol
inmediatos P islasde2a4G | (2019)
Responsable
dela
regulacién
que actua
encisdela
traduccion .
ADNbe ORF de del ARNm | . . G4s Dinh
179 Kb EBV 31 ARNm de 1 viral intramoleculares | ycol
EBNA1 Impidenla paralelas (2023)
actividad
ribosomal
durante la
elongacion en
la traducciéon
& :
& G4s de 5 tetradas Marusid
NS ADNbc VPH ricas en guanina
.&0@ ~8Kb 52 nd LCR 1 nd con bucles tipo V. 3{;&?‘,7/)6 4
Q/%Q ID PDB: 504D.
. @‘UQ’
& Parcial . Biswas
4\,
S ADNbe | VHB | nd prei%%/S L ameriocn | tenadedeaq | yeol
@@Q‘v ~32Kb (2017)
Continua...
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'G4s-P: Motivos G4s predichos por softwares bioinformaticos.
*G4s-V: Estructuras G4s validadas experimentalmente.

n.d: no determinado.

*Seleccionadas de manera aleatoria.

G4s envirus de ARN

Se ha reportado una mayor cantidad de mo-
tivos de G4s en virus de ARNmc de hebra
positiva y negativa (Fay y col.,, 2017). Sin em-
bargo, en los virus de ARNbc no hay infor-
macion reportada y en los virus de ARNmcRT
son pocas las G4s descritas (Ruggiero y Ri-
chter, 2020: Abiri y col,, 2021).

Entre los virus ARNmec- se ha detectado una
G4 en el gen L del virus del ébola. Este gen
codifica para la ARN polimerasa dependiente
del ARN viral, responsable de la replicacion y
transcripcion; la estabilizacion de esta G4 por
medio de ligandos puede disminuir la activi-
dad de la polimerasa e inhibir la replicacion
viral (Wang y col, 2016b). En el virus de la
influenza HIN1 también se ha detectado, con
mayor frecuencia, posibles secuencias forma-
doras de G4 (SFG4) en el segmento NP del ge-
noma viral. Dicho gen codifica una nucleopro-
teina que se encarga de la replicacidon viral y,
por lo tanto, la formacidén de esta G4 podria
ser una posible diana molecular (Brazda y col.,
2023).

Existe una gran variedad de virus de ARNmc"
en los que se ha reportado la presencia de
G4s, pertenecientes a familias como Flaviviri-
dae y Coronaviridae (Lavezzo y col., 2018; Ji
y col, 2021; Cui y Zhang, 2020). En la fami-
lia Flaviviridae, se descubrieron 4 G4s para-
lelas en el genoma del virus del Zika, 2 se
localizaron en la region codificante del gen
NS5, y las otras 2, en los genes NS2 y NS4B,
dichos datos implican a estas estructuras en la
patogénesis del virus (Gemmill y col., 2024).
En VHC se identificaron 6 SFG4, siendo la
mas estable una G4 en el gen de la proteina C
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o de la capside. Un estudio in vivo reveld que
el derivado de piridostatina (PDP), un ligan-
do G4, puede estabilizar esta G4 e inhibir la
replicacion intracelular y la traduccion (Wang
y col, 2016a). Otro estudio demostré que la
union de la proteina celular, nucleolina, con
esta estructura G4 puede frenar la replica-
cion viral. Ambos, actuando como un posi-
ble mecanismo de inmunidad antiviral (Bian
y col., 2019).

En los Coronoviridae, se han detectado G4s
en tres de los virus mas patdgenos en huma-
nos, raros y altamente contagiosos de dicha fa-
milia, responsables de emergencias sanitarias
a nivel mundial. En el virus SARS-CoV se
identifico que el subdominio SUD-M de la
proteina no estructural multidominio 3 (Nsp3)
interacciona con una G4 y este es esencial
para su actividad de replicacion/transcripcion.
También, el mismo subdominio, se ha encon-
trado en el coronavirus del sindrome respi-
ratorio de Oriente Medio (Mers-CoV) (Kusov
y col,, 2015). Por medio de un analisis in silico,
se elucidaron G4s en la regidén codificante de
la proteina S en 5 coronavirus, incluyendo al
SARS-CoV, SARS-CoV-2 y MERS-CoV (Cui
y Zhang, 2020). En el SARS-CoV-2 se iden-
tificaron 25 (Jiycol., 2021).

Aunque no hay trabajos que describan la
existencia G4 en virus de ARNbec, Lavezzo y
col. (2018) mencionaron que, en los virus de
ese grupo pudieron determinar pocas SFG4
potenciales, sin embargo, todas ellas se en-
contraban altamente conservadas, sugiriendo
un potencial interés bioldgico. Bohalova y col.
(2021) reportaron que los virus responsables
de enfermedades agudas, como el rotavirus,
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un virus que pertenece a este grupo, presen-
ta frecuencias muy bajas de motivos de G4s
(0.68 por 1000 nt).

El VIH, agente etioldgico del sindrome de in-
munodeficiencia adquirida (SIDA) pertenece
al grupo de los virus ARNmcRT. En el geno-
ma de este virus, se han reportado secuencias
que pueden formar G4s en la region gag, la
cual codifica para formar sus proteinas es-
tructurales del virus (Piekna-Przybylska y col.,
2014). Ademas, se han encontrado multiples
G4s en la region U3, situada en el extremo 5’
de la forma proviral del VIH-1, superpuestas
con los tres sitios de union de Spl del pro-
motor viral, en las formas de ARN y ADNmec.
Ello sugiere que, cuando ocurre la infeccion
viral, las G4s se pliegan en el genoma del ARN
como en el promotor del provirus del VIH-1
y tienen un papel importante en la regulacion
del virus (Piekna-Przybylska y col., 2014; Amra-
ne y col, 2022). Diversas G4s han sido loca-
lizadas en el promotor LTR proviral, en esta
region se pueden formar 3 estructuras super-
puestas: LTR-II, LTR III y LTR-IV. La region
LTR III puede formar G4s hibridas con una
conformacion cuadruplex-duplex y la region
LTR-IV presenta una G4 paralela en el final 3.
La estabilizacion de la primera G4 suprime
la transcripcion viral, y la segunda, realiza to-
do lo contrario, es decir, incrementa la activi-
dad transcripcional (De-Nicola y col., 2016; Bu-
tovskaya y col.,, 2018). En la Tabla 2, se presen-
ta informacién de algunas G4s de virus de ARN.

La participacion de las estructuras G4s en
procesos virales esenciales, las vuelve de in-
terés como blancos moleculares para el dise-
fio de antivirales. Se han estudiado diversos
ligandos, particularmente moléculas de bajo
peso molecular, de naturaleza predominante-
mente aromatica y planar, lo que les confiere
gue puedan intercalarse o apilarse sobre las
tétradas de G de las G4s (Abiri y col., 2021).
El mecanismo de accién mas estudiado es la
estabilizacion de estas estructuras, impidien-
do que proteinas celulares actuen sobre las
G4s e interfiriendo asi procesos como la re-
plicacion, transcripcion de genes o traduccién
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de proteinas virales. En otras palabras, se "blo-
quea” la estructura y se impide que enzimas
celulares esenciales para la replicacion viral,
como las helicasas (p. ej, DHX36, DHXOY,
FANCJ, PIF1) y polimerasas (tanto de ADN
como de ARN), la desenrollen. Sin embargo,
también se propone el empleo de ligandos pa-
ra revertir la estructura G4 a una forma mo-
nocatenaria y regular negativamente la per-
sistencia viral (Zareie y col.,, 2024).

Entre los ligandos de estructuras de G4s mas
investigados por su potencial actividad anti-
viral se encuentran: 1) las porfirinas y sus
derivados, como TMPyP4 y N-metil mesopor-
firina IX (NMM), que se han evaluado fren-
te a una amplia gama de virus, como el de la
viruela simica (MPXV), el virus Zika, el SARS-
CoV-2, VHS-1 y VIH, no obstante, es impor-
tante seflalar que, algunas porfirinas también
han sido propuestas como compuestos con
potencial carcinogénico; 2) compuestos de
bisquinolinio, como PhenDC3, que han demos-
trado eficacia contra el virus de Epstein-Barr
(VEB), el de la hepatitis B (VHB), el citome-
galovirus humano (HCMV) y el VPH; 3) las
acridinas, entre las que destaca BRACO-19, li-
gando que ha demostrado capacidad para
re-gular la expresion viral por si solo en
diver-sos patdégenos, como el VIH-1, MPXYV,
SARS-CoV-2 y VPH; 4) PDS y sus derivados,
gque han sido activos contra virus como el
VPH, HCMYV, VIH y SARS-CoV-2 (Ruggiero y
col,, 2021; Zareie y col.,, 2024).

Un desafio critico actual, en el desarrollo
de estas terapias, es la selectividad. En dicho
contexto, se estan explorando estrategias te-
rapéuticas alternativas y mas selectivas en
algunos virus para evitar los efectos fuera
de diana (por sus siglas en inglés: off-target
effects), como la union inespecifica a los G4s
del hospedero que podria desencadenar efec-
tos adversos (p. ej., citotoxicidad). Entre es-
tas estrategias se incluyen el disefio de oli-
gonucledtidos antisentido, la estabilizacion de
G4 mediada por el sistema CRISPR-Cas9, el
empleo de ARN de interferencia (ARNi) y el
desarrollo de aptameros (Zareie y col., 2024).
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portancia médica.

Table 2. Predicted and/or experimentally validated G4s motifs in some medically important RNA

viruses.

.re . 1 Region .

Familia |Genoma| Virus | G4s-P génica G4s-V? Funcion Estructura Ref.
Actua como G4s paralelas De-
un elemento intramoleculares | Nicola

12 LTRU3 2 represor en de 3isl 1 col
la activacién eolsiascona yco.
F transcripcional menos 3 G (2016)
& ARNmc+ ,
<,04\' 975 Kb VIH-1 Actian como G4sde 3islas
Qg’}’ ' LTR Sp1, elementos que contienen, Amrane
10 region 3 silenciadores almenos,3Go col
Env/Revy pararegularla G4s que, a (327022’)
regién tat transcripcion parte, contienen
viral unaislade2 G
Participanenla
ARNmc+ VHC 6 ox t?eﬁ%gl del 1 replicacion viral nd \;Vg(r)llg
& 9.6 Kb AR y enla sintesis : :
-4}6 N () de ARN (20164a)
L&Y .
4\,
& prM, E, NS1, .
< ARNmc+ ZikV | 64-78 NS3, NS5 4 Inhibqn la G4s paralelas G; lggflﬂl
1049 Kb yUTR del replicacion viral :
; (2024)
extremo 3
Inhibe la
elongacion en
ORF1ab latraduccion
; ’ y podria
'xb‘be) Sglfl{igéi), desempefiar G4s paralelas
& ARNbm+ SARS- ’ un papel b Jiy col.
& ) 25 membrana 2 con tétradas de
& 299 Kb | Cov-2 fundamental en . (2021)
& M), e £ 2 G consecutiva
& nucleocapside P Qicacion,
(N) gen ensamblajey
& modulaciéon de
larespuesta
inmune.
Tienen
potencial para
lareplicacién
o viral, ya que
006 ARNmc- rle)oggirlla 4 9o Majee
4&9 Nipah | 43 GenesGyL 2 sular tétradasde2 G y col.
& 18.2 Kb maquinaria de )
& e consecutivas (2020)
& transcripcion
< viral.
Implicaciéon
directaenla
traduccion
.\,&z’@
. & ’
& Segmentos NP, Brazda
& Afg%g‘ HINL 571 | NAPB2My 5 Pﬁii‘iiﬁ {iral nd ¥ col.
o : HA p (2023)
N
O&

'G4s-P: Motivos G4s predichos por softwares bioinformaticos.
2G4s-V: Estructuras G4s validadas experimentalmente.

n.d: no determinado.
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CONCLUSIONES

El estudio de las estructuras G4s en virus re-
presenta un campo de investigacion en cons-
tante crecimiento, con un enorme potencial en
biomedicina. Comprender su biologia estruc-
tural y funcional no solo permite desentrafar
los mecanismos que regulan procesos clave en
el ciclo infectivo de los virus, sino que tam-
bién abre la puerta al desarrollo de nuevas apli-
caciones en la virologia. Se han propuesto con
un doble proposito, ya sea como dianas tera-
péuticas para el desarrollo de nuevos trata-
mientos o como herramientas biotecnologicas
en sistemas de diagndstico de enfermedades
y administracién de farmacos. Asi, estas fas-
cinantes estructuras no canonicas de acido nu-

cleico estan redefiniendo la manera en que
se entiende al ADN o ARN en la virologia mo-
derna.
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